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論文内容の要旨
〔目的〕
細菌による芳香族炭化水素の酸化については、現在まで休止菌体を用いた実験や、培養液中に蓄積
した中間代謝物を検出するなどの方法により代謝経路が推定されてきたが、すべて細胞レベルにおけ
る研究であって、代謝系の性状などは不明のまま残されてきた。本研究では土壌より分離した 2 種の
菌株を用いて無細胞抽出液によるキシレンおよびトルエンの酸化について検討した。
〔方法ならびに成績〕
(1) 菌の分離、培養、粗酵素液の調製 土壌中より enrichment cul ture technique によりキシレンお
よびトルエンを唯一の炭素源として生育する菌を分離し、それぞ?れPseudomonas aeruginosaむよび
Pseudomonas mildenbergii と同定した。これらの菌を数種の塩類と炭素源としてガス状のキシレン
およびトルエンを含む液体培地で300 C 、 48時間培養し、集菌後菌懸濁液に超音波を照射し、 100 ， 000
xg 30分間遠心沈澱した上清を粗酵素液として使用した。
(包) P. aeruginosa によるキシレンおよびトルエンの酸化 P. ae rugino sa より得た粗酵素液、 NAD 、
FAD およびPーキシレンーメチルー C を含む反応液を 300 C 、 30分間インキュベートし、反応生成物
をエーテルで抽出し、シリカゲル薄層クロマトグラフィーを行うと、 P- トルイン酸のスポットに多
量の放射能が認められた。反応混液にP- メチルベンジルアルコールを加えた系では、 P- メチルベ
ンジルアルコールのスポットにも放射能が認められた。したがってPーキシレンはP- メチルベンジ
ルアルコールを経てP- トルイン酸ヘ酸化されることが示された。基質としてトルエン C を用いて
同様な実験を行うと、安息香酸に相当するスポットに放射能が見出され、反応混液にベンジルアルコ
ールを加えた系ではベンジルアルコールのスポットにも放射能が認められた。基質としてベンジルア
ルコールーI竺 C を用いると、 NAD の存在下で安息香酸のスポットに放射能を認めた。したがってト
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ルエンはベンジルアルコールを経て安息香酸に酸化されることが示された。この際、補酵素として N­
AD または、 NADHおよび FAD が必要である。またこの酵素活性は還元型グルタチオンで著明に安
定化された。組酵素液をDEAEーセルロースカラムのクロマトグラフィーで分画すると、最大活性に
は三つの異なるタンパク質画分とNADHおよび FAD を必要とすることが明らかにされた。生成物は
キシレンおよびトルエンを基質とした場合は、それぞれP メチルベンジルアルコールわよびベンジ
ルアルコールであることが証明された。
(3) P. mild e n b e r g ii によるトルエンの酸化 P. mildenbergiiより得られた粗酵素液、 NADPH 、
およびトルエンーメチル竺C を含む反応混液を 300 C 、 30分間インキュベートし、反応生成物をエーテ
ルで抽出し、乾固した後、標準物質として酢酸および安息香酸を加えてセライトカラムのクロマトグ
ラフィーを行うと k 放射能の主なピークは酢酸、小さなピークは安息香酸に一致した。シリカゲル薄
層クロマトグラフィーでも、生成物は安息香酸であることが認められた。反応系に 3 メチルカテコ
ールを加えておくと、放射性の 3-メチルカテコールが蓄積することが認められた。したがって、本
酵素系によってトルエンの大部分はベンゼン核の水酸化にはじまり、 3 メチルカテコールを経て酢
酸を生じる。一方、前述したようなトルエンのメチル側鎖が酸化をうけて安息香酸を生成する経路は
この菌では副次的なものであることが示された。粗酵素液の活性は、活性炭処理により著明に低下す
るが、 NADPH を加えると完全に回復する。 NADPは NADPH に比べてわずかに活性が低いoNADH
および NAD も同様な効果を示した口粗酵素液を 0-フエナントロリンを含む緩衝液に対して透析す
ると、著明に活性が低下するが、 NADPH および 2 価鉄イオンの添加でほぼ完全に回復した。また活
性はImM. の 0-フエナントロリンまたはO.lmM. の EDTAでほぼ50%阻害された。さらに粗酵素液
を硫安0.45~0.60飽和と 0.60~0. 90飽和の両画分に分けると最大活性にはこの 2 画分の共存を必要と
することが示された。
〔総括〕
土壌中より分離した P. aeruginosa および P. mild e n b e r g ii の無細胞抽出液を用いてキシレンお
よびトルエンの水酸化系について検討した。 P. aeruginosa の酵素系は、 P キシレンむよびトルエ
ンをそれぞれP- メチルベンジルアルコールおよびベンジルアルコールを経て、 P トルイン酸むよ
び安息香酸に酸化する。本酵素系は 3 種のタンパク画分より成り、 NADHわよび FAD を補酵素とし
て要求する。一方、 P. mildenbergiiの酵素系はトルエンの芳香核を水酸化し、 3 メチルカテゴール
を生じ、さらに分解して酢酸を生じる。本反応にもピリジンヌクレオチドの必要性が認められた。
論文の審査結果の要旨
キシレンを唯一の炭素源として生育する Pseudomonas aeruginosaの酵素系によってキシレンわよ
びトルエンを、 P メチルベンジルアルコールむよびメチルベンジルアルコールを高玉て、 P- トルイ
ン酸および安息香酸に酸化されることが示された。アルコールを生じる第一段階の反応は三種の異な
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るタンパクによって触媒され、日甫乳類副腎のミトコンドリアによるステロイドの水酸化反応、肝ミク
ロゾームによる薬物の水酸化反応などと同タイプの反応である。またトルエンを唯一の炭素源として
生育する Pseudomonas mildenbergii の酵素系によってトルエンの芳香核に水酸基が導入される反応
が触媒されることが明らかにされたが、これは芳香核開裂の初発反応を示すもので従来不明のまま残
されてきた部分の解明の子がかりを与えるものである。以上高等動物における芳香族化合物、薬物、
ホルモンなどの代謝を理解するための一つのモデルとして本論文を評価することができる。
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